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Establishment of optimization of assaying activity of асеќуісһоһпеѕќегаѕе 
from Odontotermes formosanus | Isoptera|] Termitidae[] and their sensitivity 


to insecticides 
TANG Fang'[] YANG Hai-Jing' САО Х-и" [] YAN Ao-Jin[] 1. College of Forestry Resources and 
Environmen{] Nanjing Forestry University[] Nanjing 2100370 China[] 2. Department of Entomology[] China 
Agricultural University[] Beijing 100094[] Спа 
АЪѕітас The optimal conditions for assaying the activity of acetylcholinesterasd] AChE[] from Odontotermes 
Jormosanud] Shiraki[] were determined by orthogonal experiment. The concentrations of acetylcholinesterase and 
substrate[] pH and temperature of the reaction system[] and reaction time were optimized. L$] 50 orthogonal 
matrix was adopted|] without considering interaction. Through analyzing the data from orthogonal experiment 
with range analysis and variance analysis[|] we found that the optimal conditions were as enzyme concentration 
12.5 g/L] substrate concentration 8 mmol/L[] pH 8.00 reaction temperature 40°С[] and reaction time 5 min. 
Furthermore[] the inhibition of 6 insecticides to AChE from О. formosanus was determined. The ICs values of 
methomyl[] phoxim[] triazophos[] profenofos[] malathion and omethoate were 3.52 х 107*0 1.86 x 107°0 5.13 
x 1079.55 x 10740 8.81 x 107° and 1.39 x 107° mol/L[] respectively. The inhibition of AChE activity by 
six insecticides increased with the increasing of insecticide concentration from 3.3 х 1077 to 5 x 107° mol/L. 
Key words|] Odontotermes formosanus[|] acetylcholinesterase[] optimal condition[] orthogonal experiment[] ICs 


values[|] sensitivity to insecticide 


OO OOO Odontotermes formosanus|] Shiraki ШШПШПППППШППШПППППППППП 
ШПППШПШШППППШПШППППШШПППШ ШШПШПШППШППППППШППППППППП 





ППППШПШППППППППП ПП ПП Ш B2006-20 

0000000 ШШ Ш976П 2ППШППППШПШПШШПШПППППППШПШПППППШПППЇПЇППЇП ПП OE-maill tangfang76 @ 
njfu. com. сп 

x00 О 0 Author for correspondence[] E-mail] gaoxiwu @263 . net. сп 

000 Received 2008-03-1900 0 П O O Accepted 2008-05-12 





70 0 ШШШШПШПШППШППППППППППЇПППППППЇППЇПЇПППППП 715 





ШПППП 40% ~ 60%0110 00 100%0 0 0O OD 
ШПШШПШПППШПППШППППППШ)ПППШП 
20011ШПППШПШПШПШПШПППШПШППШППППП 
ШШППШПШПППППШППППППШППППППП 
ШПШПШШПШШППШПППППППШППППППП 
OOOO 00 acetylcholinesterase] АСҺЕр EC3.1.1.70 
П Corbett et al.[ 1984[] Fournier and Миїего[] 19940 
Gunning et al .[] 1998 Ach 00000000W 
ШПШППШПШПППППШПППШПППППШППППППП 
0 АЕПООООШАСШОООООООрО 
ШПШШШПШПШПППШППШППШППППППППП 
ПППППППГПАҺЕПППППППППППП 
ШШППШППШПППППППППШП ПП П AChE 
ШШШПШШПШПШППППППШППП ПП АСҺЕПП 
ПШППШППШПППШПППШПППШПППППШПШПП 
ШПШШШПШППППППППШППППШПП 
ШПШШППШПШППППППППШПШППППП 
00 Siegfried апа $сон 19900 O0 П 0 0 0 200500 0 
ЕУП Е НОА ЕГЕДА 
ШШППШПШПШПШППППШППППШППППППП 
ШШППШПШППШППШПППП 

ШПШППППППППППШППШПШПППППП 
ПШППППП АСЕППППППППППШП 
00000000 АСЕППППППППППП 
ШПШШШПШПШППППШППППППШПППШПШПП 
ШПППШПШПШПШПШПШПШШШПППШППШППШ оо оо 
200211 00 0000000000000 00 
ШШППШПШПШПППШПППШППППППШППППППП 
ШШППШПШПШПШПППППППШППППППП 
БЕД ОЕА ЕДЕ ООД Д ДД 
ШПППППШППППШ ШП 0000000000 
О АҺЕПППШПШППППППППИПШШП 
ППШШППП 


1 ППШШП 


1.1 0000 
ШПППШППШППШППППШППШПППППППППППП 
000000 26+1°0 0M 00 65% +1%[]П 
ШПШПШПШПП 
1.2 0000 
ПП ПП ПОП ШП ПШ acetylthiocholine іофаеП 
ATCHIO Ека 0 000 050500000000 
O 50 5-dithio-bis-2-nitrobenzoic ас DTNBOO Roche 0 


000000000 c-2500 000000000 
ППППЦППППП 

95.5%0 0 00000000000000 
9.720 00 ФШ 000000000 00 085.3% 
о00Ш00000000 000 091%0 000 
О00000000000 0 090.2%0 0000 
о0000000000000 0080.40 00 
ПШПППППППППШПШПП 
1.3 0000 

ПППППППШППППП рн00 0.1 тюй. 
0000000 0.1% Triton Х-100ППППППШ 
000 4%0 15 000xg0 0 20 ља 0 00000 
000 
1.4 П0000ШАСФЕПООО 

00 Goran OO 197800 O O Ellman O OO O O 
0 Ш987Ш 00000 0.1 м.р 45 uL ATChO ПП 
D00000 000000000000 50100 
1500 25 min 0 ПП 1.45 mL ПП O рт O 
0000 42 nmm0 0 0 0 0 00 oo 00o O0 
є = 0.0136 то “00 0 L=1 mO ППППП 
00300 

D0000000 0 00 nmo тп" mg`'O= 
O AOD/mg x УШ ex LO 
1.5 000000 

О 0 Bradford) 197600 00 O O 6-250 00 0 
О 10~120 «П 0 00000000000 0.1% 
TritnX-1000 0000000 0.5 m0 0 0 0 
2.5m 000000000 0 M mn 0 O 595 nm 
ПШПППППППППППППППШШПШИЇППП 
000 0.1% Tritonx-1000 0000000000 
000000 s300 
1.6 O00000 

ППППППППППППППППШШПШППП 
ПППШПППШШПППШШПППППППШ 
ШППППППППШП ШШ 000000 Ls 
Пе ППППП3ПП 
1.7 00000000 АСҺЕПППЦПЇПЇППШПП- 
0000 

D00000 АСЕППППШППППШП 
ПППШППШ ПШПШ ШПШШПШШЇПППЇШП 
00000 40%0 0000 10 min0 00000 
ППШППППППШППППППЇПППП 

АСҺЕПП Ш 0+0 00000ШОООО 
о0000000 0 0х 100% 


716 000 0 Acta Entomologica Sinica 510 








01 0000000000000 
Table 1 Experimental factors and their levels 
for orthogonal experiment 
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АСҺЕ Substrate Reaction 
Level Я К ПО CO temperature Й 
сопсепітапоп сопсепітапоп 0 DO tme 
ПАП 0 вр 0 Е 
1 TS 2 6.0 20 5 
2 10.0 4 6.5 25 10 
3 12.5 6 7.0 30 15 
4 15.0 8 7.5 35 20 
5 17.5 10 8.0 40 25 
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Table 2 Application of 1] 5° 

















orthogonal experiment 


in assaying the AChE activity from O. formosanus 
0000 








д, Combination of Specific activity of AChE 
treatment O пао min тә] 
1 A; B; Ci D; E; 18.98 + 2.54 
2 A; B, C D, E2 11.57 +2.68 
3 A; B; G; D; E3 14.23 +4.16 
4 А B4 C4 D4 E4 25.47 + 2.66 
5 A; Bs C5 D; Е; 18.63 + 2.93 
6 A Bı © D; E4 8.60 + 0.36 
7 А Bz С, D4 Es 14.96 + 2.35 
8 A B; C4 D5 Е 28.61 +6.23 
9 А,В,С; D; Е 25.37 + 0.81 
10 Az Bs Ci Е; 14.83 + 2.04 
11 As gı 155 29.17 +8.80 
12 A; В,С; Е 19.43 + 3.74 
13 A; B; C5 D, E4 18.95 + 1.41 
14 A; B4 Ci D; Es 6.24 +0.44 
15 A; Bs СУБЕ, 22.97 + 1.98 
16 A4 Bı c, D2 Es 6.62 +0.42 
17 АВС; D; Е 23.96 +2.19 
18 АВ; С, D4 E2 11.15 + 1.34 
19 A, B4 C3 D; Е; 9.88 + 1.58 
20 A4 B5 С, D; E4 5.70+1.10 
21 A; B; С, D4 E3 14.28 + 1.74 
22 A; Bz С D; Е; 5.76 +4.92 
23 As B; С; D; Es 7.56 +5.53 
24 A5; B4 G D, E; 18.12+ 1.51 
25 A; В; C4 D; Е 20.17 + 1.64 


о 50100000 25ПППППППППШШПШППППП 
ППППППППППППП зо 000000 ЗОООООП 
0000 + 0 0 00 The orthogonal experiment was designed for 5 
П facto] x 250 run number[|[] every row of run number represents опе 
experimental replicate[] every run was replicated three times and every 


replicate was measured three times. Values are mean + SD . 
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Table 3 Analysis of the data from Ше orthogonal 


experiment with the method of range analysis 
ПППП ПП ПП 00 Specific activity of AChH] пто min ње 





A B c D E 
Kı 266.64 232.93 170.91 231.11 337.88 
K, 277.06 227.03 181.71 210.24 292.31 
K; 290.27 241.49 246.55 219.59 217.94 
К, 171.93 255.21 300.87 266.46 193.44 
K; 197.66 246.89 303.52 276.16 162.00 
kı 17.78 15.53 11.39 15.41 22.53 
kz 18.47 15.14 12.11 14.02 19.49 
ks 19.35 16.10 16.44 14.64 14.53 
[7 11.46 17.01 20.06 17.76 12.90 
ks 13.18 16.46 20.23 18.41 10.80 
ЕП 7.89 1.88 8.84 4.39 11.73 
0000 
Optimal 3 5 2 4 1 


level 


к, П0000 0000000000500 00000 K is 
the sum of the specific activity of AChE of ће i level of different factors[ 


while k; represents the average of K; . 
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Table 4 Analysis of the data from the orthogonal 
experiment with ANOVA 





Pie К т. A Ta of TE ЕП 
ажы АА square freedom square F value 
0 850 0 40 0 м0 
А 712.8677 4 178.2169 12.52 
В 23.3394 4 5.8348 0.41 
С 1 026.0604 4 256.5151 18.02“ 
р 298.3236 4 74.5809 5.24* 
E 1 418.0436 4 354.5109 24.90“ 
О0О Eror 768.7134 54 14.2354 
00 Sum 4 247.3482 74 


*П = 000000 Ш Р<0.0500 0 0 00 Р=0.01Ш * and 


** represent significant difference] Р < 0.05 Папа extremely significant 
differendd Р=0.01Ц] respectively. 
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Table 5 Multiple comparison of five factors in the orthogonal experiment] SSR test[] 











ПП = ООООООООрО Т 
Tei Specific activity of ACh] пто min mg 
A B С р Е 

1 17.78 a A 15.53 a 11.39 c C 15.41 b BC 22.53 a A 
2 18.47 a A 15.14 a 12.11 c C 14.02 b C 19.49 b A 
3 19.35 a A 16.10 a 16.44 b B 14.64 b BC 14.53 c B 
4 11.46 b B 17.01 a 20.06 a AB 17.76 a AB 12.90 с ВС 
5 13.18 b B 16.46 a 20.23 a A 18.41 a A 10.80 d C 


ШППППППППППППППППШППШПППППППППППППППППППППППППППППППППППШР= 
0.0500 00 Ш Р<0.0101 The results of multiple comparison were arranged in columns to compare the difference of five levels of one factor. Means 
within a column followed by the different small letters and capital letters are significantly егеп] P <0.05[] and extremely significantly егеп] P < 


0.0100 respectively . 
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Fig. 1 Inhibition of AChE activity from Odontotermes formosanus by six insecticides 





06 6000000000 Achel OLDUD 
Table 6 IC, values of AChE from O. formosanus 


to six insecticides 





ППППП 
ПП 3 00 ПОШИ 
РТВ О по} L'O Fquati Correlation 
А ІС value чани coefficient 





000 Methomyl 3.52x1074 y=10.852x + 87.481 
000 Phoxim 1.86x107? y=16.66x + 95.499 
000 Triazophos 5.13x107° y=9.9426x + 72.765 
000 Profenofos 9.55х107* у= 13.193х + 89.844 
0000 Malathion 8.81х 10-5 у= 14.135х + 79.047 
ПП 0 0 Отећоаіе 1.39 х 1072 у= 8.8066х + 66.366 


0.7185 
0.9775 
0.9518 
0.8634 
0.9494 
0.8334 
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